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Résumé 

Le cycle de l'azote est brièvement décrit dans le cas d'un peuplement de pins 
sylvestres situé en Suéde centrale. Les méthodes actuelles d'analyse de la minéralisation 
de l'azote montrent qu'il est nécessaire d'envisager à la fois la minéralisation de l'azote 
par les microorganismes et l'absorption des ions par les racines. Par conséquent, des 
recherches en microcosmes s'imposent. Une expérience-pilote est dès lors réalisée, avec 
différentes combinaisons d'organismes (plantes, microorganismes et nématodes) : les 
résultats et les techniques en sont discutés. 


Summary : Development of a microcosm for studying the mineralization and root uptake of 
nitrogen in humus from a coniferous forest (Pinus sylvestris L.). 

A brief review of nitrogen cycling in a Scots pine heath stand in central Sweden is 
given. The available methods of nitrogen mineralization studies indicate the necessity for 
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a combined study of mineralization of nitrogen by microorganisms and ion uptake by 
roots and hence a microcosm approach has to be applied. A pilot experiment with dif- 
ferent combinations of organisms (plants, microorganisms and nematodes) is described 


and results and techniques are discussed. 


Note de la rédaction 


Cette communication est la troisième et dernière publiée dans «Lejeunia» de la série 
présentée lors de la journée consacrée aux problèmes écologiques liés à l'enrésinement, 
organisée par MM. J. REMACLE et G. PARMENTIER. 

Cette contribution met en lumiére comment l'approche du cycle de l'azote réalisée 
en microcosme permet de dissocier les facteurs qui interviennent dans la circulation d'un 
élément au sein d'un système biologique et de faire ressortir la complexité des interrela- 
lions entre ces facteurs. 


I. GÉNÉRALITÉS 


On assiste, au niveau du sol, à une interpénétration compliquée entre 
l'effet des facteurs édaphiques et l'action des organismes vivants. Cette 
action simultanée donne entre autres naissance aux différents profils de 
sols forestiers, comme par exemple les sols à humus brut. Le processus 
est aussi dépendant des éléments nutritifs en présence. Ces derniers ont 
parfois une grande importance en ce qui concerne la productivité d'un 
écosystème et les rapports entre les éléments en présence ont servi à en 
caractériser différents types (voir par exemple BazitEvicH. & RODIN, 
1971). 

Les écosystèmes peuvent souvent être considérés comme des entités 
relativement refermées sur elles-mêmes, freinant la mobilisation des 
éléments nutritifs. Ces derniers jouent souvent un rôle de premier ordre 
pour déterminer l'ampleur de la production primaire, mais ils représen- 
tent aussi en méme temps l'un des facteurs de base qui peuvent étre 
modifiés par l'homme. Grâce à l'apport d'engrais, les forestiers suédois 
s'efforcent d'une part, d'augmenter la production, facteur trés important 
du point de vue économique, et d'autre part, ils essayent de minimiser la 
baisse de productivité que l'on observe souvent dans les forêts sep- 
lentrionales lorsque les peuplements atteignent leur maturité, cette 
diminution de la productivité étant düe au fait qu'une proportion sans 
cesse croissante du capital éléments nutritifs est retenue par la couche 
d'humus (voir par exemple Tamm, CARBONNIER & HAGBERG, 1960; 
Vigo, 1967 ; WiLLiAMs, 1972). Dès 1924, HESSELMAN entreprenait en 
Suéde des expériences sur la fertilisation des sols forestiers en vue de 
confirmer la théorie postulant que la présence d'azote assimilable en 
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quantités beaucoup trop faibles dans la couche d'huraus était à considérer 
comme l'une des principales raisons expliquant l'accroissement éton- 
namment bas constaté dans de nombreux peuplement d'épicéas à leur 
maturité (HEssELMAN. 1937). L'apport de 145 kg d'azote ha^! constitue 
actuellement une pratique courante de la foresterie suédoise (HOLMEN. 
1974). 

La bonne gestion des ressources en azote d'un peuplement forestier 
est assurée par une série d'apports et de retraits, la circulation des 
éléments étant d'autant plus restreinte que le peuplement est âgé (ODUM. 
1969). Les éléments nutritifs qui s'accumulent dans un peuplement tout 
au long de son développement sont aussi ceux qui disparaissent le plus 
facilement du systéme lorsque des changements brutaux s'y produisent, 
comme par exemple à l'occasion d'un incendie ou d'une coupe à blanc 
(Vrrousek & REINERS, 1975). 

La majeure partie des résultats expérimentaux présentés ici a été ob- 
tenue dans le cadre du «Projet Forêt Suédoise de Coniféres», projet ré- 
cent et qui constitue la contribution de la Suède au programme de 
l'UNESCO sur l'Homme et la Biosphére (MAB). 

Dans le peuplement étudié, le volume de la biomasse accumulée est 
trés voisin de son maximum et la circulation des éléments est trés fermée. 
C'est pourquoi les travaux entrepris. que ce soit en laboratoire ou sur le 
terrain. ont été concentrés sur l'étude de la couverture morte, de la 
minéralisation des matières organiques et de l'absorption radiculaire. Les 
résultats obtenus n'ont encore qu'un caractère préliminaire, mais les 
déductions que l'on peut en tirer présentent un intérêt certain, en par- 
liculier en ce qui concerne la coopération et la concurrence entre les 
différents groupes d'organismes vivant dans le sol. 


Il. BALANCE DE L'AZOTE DANS UNE FORÊT DE PINS 
SYLVESTRES SUR SÉDIMENTS 


Les recherches ont eu lieu dans un peuplement de pins Sylvestres 
(Pinus sylvestris L.) de 120 ans situé à Jädraäs, dans la province du 
Gästrikland, en Suède Centrale (60°50°N. 16*30'E, altitude 190 m). Le 
sol est constitué par des sédiments fluvioglaciaires. Les caractéristiques 
du profil du sol font l'objet du tableau 1. Dans la majeure partie du sec- 
teur étudié ne viennent que des pins, la présence d'épicéas et de feuil- 
lus étant limitée par les facteurs éléments nutritifs et eau (voir 
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BRAKENHIELM, 1974). La végétation principale appartient à l'association 
Cladonio-Pinetum boreale (CajaNDER, 1921) K.-Lunp, 1966. 

Des expériences de fertilisation optimale effectuées dans des 
peuplements semblables du centre de la Suéde ont montré que le manque 
d'azote constitue le principal facteur limitant pour les arbres (voir TAMM, 
WIKLANDER & Popovic, 1975 ; Tamm. NILSSON & WIKLANDER, 1974). 
C'est pourquoi nous nous sommes tout particulièrement penchés sur 
l'étude de la balance de l'azote dans le peuplement. Selon Srone (1975). 
il semblerait que le manque d'azote soit actuellement le principal facteur 
limitant dans de nombreuses forêts d'Europe. A la figure 1. nous don- 
nons un schéma de la balance de l'azote dans un peuplement forestier tel 
celui étudié. 


TaBLEAU | 


Quelques caractéristiques. des profils de sol à Ivantjárnsheden, Jádraàs 
(selon BRiNGMARK et Perersson, 1975) 


Profondeur Densité Total % C/N pH 
(cm) (g cm?) (g m?) (KCI) 
Les N [es N 
Litière As = = 451 9.4 45.1 0.94 48 3,4 
F/H Aoi/ Aoz 0- 5 0,11 1676 35.7 30,5 0,65 47 y 
Horizons A;/B 5-15 1.09 1951 49,0 1.79 0.05 36 3-42 
minéraux B 15-25 1.2i 753 30.3 0,62 0,03 21 4,8 
B 25-35 1,33 157 12,0 0.12 0,01 12 4,8 


Les apports d'azote au peuplement Peuvent se compter au nombre de 
cinq, à savoir : 


fixation biologique (processus ! de la figure 1); 

apport dû aux précipitations (2) : 

dépôt par voie sèche : «gravitational fall-out» et «impaction» (3) : 
fixation directe de l'ammoniac de l'air par les plantes (4) ; 
engrais (5). 
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Les pertes à partir du système forment quatre groupes : 


dénitrification (6) ; 

évaporation de l'ammoniaque (7) : 
diffusion et migration (8) ; 
récolte des bois (9). 


L 
2. 
3. 
4. 


EXPLOITATION 


ENGRAIS 
AZOTÉ 


NO; 
(NH) 


Fic. i. — Représentation schématique d'une nutrition azotée possible dans un peuple- 
ment de pins sur terrain sec (Ivantjarnsheden, Jadraás). Pour plus de détails, 
se référer au texte. 
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Selon les travaux de GRANHALL & Niisson (1974) et de LINDBERG 
(1974), une certaine fixation de l'azote a pu être constalée mais, par 
unité de surface, la quantité des éléments fixateurs reste faible. Une 
première estimation permet d'avancer le chiffre de 0,4 kg d'azote par 
hectare et par an (communication personnelle de GRANHALL). 

On a estimé (PETERSSON, article non publié) que la quantité d'azote 
inorganique apportée à un peuplement forestier par les précipitations at- 
mosphériques atteignait environ 3,9 kg par ha et par an, la proportion 
étant égale entre l'azote ammoniacal et l'azote nitrique. La quantité 
d'azote organique serait, selon des travaux récents (HaapaLA, 1972). une 
fonction de la latitude en Finlande. Vraisemblablement, cette relation est 
liée à la présence de grands centres industriels. En supposant que ces 
conditions soient aussi valables pour la Suéde. on peut supposer que la 
quantité d'azote organique apportée par les précipitations à Jädraås 
représente environ 7096 du volume total apporté. Des analyses de l'azote 
organique n'ont pas élé exécutées à Jadraäs. 

Pour les nitrates, il semble que l'apport par les poussières soil trois 
fois supérieur à celui dû aux précipitations, alors que pour l'ammonium il 
n'atteindrait que le double, selon Eriksson (1966). Cette constatation 
correspondait donc à un apport de 9,6 kg d'azote par ha et par an gráce 
au dépôt des poussières. Dans les chiffres indiquant l'apport dû aux 
précipitations atmosphériques entre une certaine proportion appartenant 
à ce type de dépôt «sec». 

Il est en effet probable que les résineux captent trcs efficacement cer- 
tains aérosols en suspension dans l'air et ces particules se composent 
souvent de sulfate d'ammonium (Meszaros, 1968). La quantité d'azote 
qui alimente le peuplement par cette voie peut atteindre une valeur 
élevée. La majeure partie de l'azote que se fixe dans les houppiers des ar- 
bres grâce aux aérosols, aux poussières, etc. sera lavée par les pluies et 
elle se retrouvera dans les gouttes tombant des aiguilles ou bien dans 
l'eau s'écoulant le long des troncs. Cependant, on a pu constater (TAMM. 
1951; Voir, 1960; CanustE et al., 1966 ; NimiGârp. 1970) que 
l'azote était l'un des rares éléments à présenter une concentration dans 
les eaux de pluie moindre sous les houppiers qu'entre les couronnes. II 
semblerait donc que les feuilles et les aiguilles peuvent absorber direc- 
tement une partie de l'azote contenue dans l'atmosphère. 

L'hypothèse de l'absorption directe par les végétaux de l'azote am- 
moniacal présent dans l'air a été émise par plusieurs chercheurs, comme 
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par excmple TAMM (1953), qui a étudié les besoins en azote de la mousse 
Hylocomium splendens poussant dans certaines foréts résineuses de 
Suéde. On a réussi à démontrer ensuite que les plantes vasculaires ont la 
possibilité de capter l'azote ammoniacal contenu dans l'air. ce processus 
se produisant en meme temps que l'absorption du gaz carbonique durant 
la photosynthése (voir par ex. HUTCHINSON, MILLINGTON & PETERS, 
1972). Au niveau de la localité de Jädraäs, la teneur en ammoniac de 
l'atmosphère atteint environ 2 ug par m? (ce chiffre correspondant à la 
moyenne de 45 observations effectuées entre 1955 et 1959 à Sala, qui se 
trouve à environ 50 km au sud de Jädraäs, selon TeLLUs, 1955-1959). 
Si on suppose une production primaire de 3.9 tonnes par ha et par an 
(AXELSSON, communication personnelle), un maximum de 0,03 kg d'azo- 
te par ha et par an peut etre tiré de l'air sous forme d'ammoniac. 

Jusqu'à la coupe à blanc, les pertes du système en azote restent 
minimes. En effet, à cause de l'acidité élevée du sol. il ne se produit 
aucune évaporation de l'ammoniaque et le pH peu élevé inhibe l'action 
des bactéries nitrifiantes. A ce sujet. Rice & PANcHoLY (1972) ont émis 
l'hypothése qu'en général le milieu rencontré dans un écosysteme par- 
venu à sa maturité inhibe le fonctionnement des bactéries nitrifiantes : il 
semblerait que la raison en soit la production de substances inhibitrices 
par les végétaux en présence. Les teneurs en nitrates dans le sol à Jädraäs 
n'atteignent pas 20% de la totalité de l'azote minéral dans la couche 
d'humus et 10% à une profondeur de 10 à 20 cm dans le sol (Popovic, 
1974). On peut donc avancer avec certitude que la diffusion des nitrates 
vers la nappe phréatique reste de faible importance. Ceci a d'ailleurs été 
constaté au cours d'expériences effectuées à l'aide des lysimétres placés à 
différents niveaux d'un profil de sol (BRiNGMARK & PETERSSON, 1975). 

Nous pouvons croire que l'apport d'azote en provenance de l'at- 
mosphére sera compensé non par des pertes au niveau de l'écosystème 
mais par une augmentation progressive de la quantité d'azote qui se 
poursuivra jusqu'à l'exploitation du peuplement. 


III. MINÉRALISATION DE L'AZOTE 


La partie la plus importante du cycle annuel de l'azote se passe 
entiérement dans les limites du système sol-végétation-sol. Notre con- 
naissance des variations de la rapidité avec laquelle le processus de 
minéralisation de l'azote organique se réalise est insuffisante et nous ne 
comprenons pas encore suffisamment les différentes étapes de la cir- 
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culation de l'azote pour que nous puissions établir une balance de l'azote 
dans l'écosystème forestier (voir SroNE, 1975). La minéralisation de 
l'azote constitue le processus le plus difficile à quantifier, étant donné que 
les techniques de mesure adoptées actuellement modifient assez fortement 
l'état de l'objet étudié, comme par exemple les différents horizons du sol. 
De plus, les recherches effectuées ignorent bien souvent la concurrence 
existant entre les différents groupes d'organismes et comment elle in- 
tervient dans la libération et l'absorption de l'azote minéral. 

La minéralisation de l'azote peut être mesurée sur le terrain soit en 
pratiquant des expériences de stockage (voir par exemple Eno, 1960 ; 
ZórrL, 1960 ; RuNGE, 1974 ; Popović, 1974), soit en travaillant sur des 
parcelles libres de toute racine (LEMÉE. 1967). Dans le premier cas, on 
stocke dans des sacs en plastique sur le terrain des échantillons 
homogénéisés provenant des différents horizons du sol. Les sacs en 
polythène permettent la diffusion de l'oxygène et du gaz carbonique alors 
qu'ils sont pratiquement imperméables à l'eau (Bremner & DouGras, 
1971). L'augmentation de la quantité d'azote minéral est mesurée en 
général aprés un stockage de six semaines. La prise de l'échantillon et 
son homogénéisation stimulent la flore microscopique qui accroît son ac- 
tivité (voir par exemple RowELL, 1935, 1957 ; Tamm & PETTERSSON, 
1969). 


TABLEAU 2 


Minéralisation de l'azote (augmentation de NH,-N et de NO,-N, en g m^?) 
durant une période d'incubation de six semaines ; 
lIvantjarnsheden, Jadraás, 1973) (Popović, 1974). 


17/4- 9/5- 29/5- 20/6- 10/7- 31/7- 


29/5 20/6 10/7 31/7 20/8 13/9 
Aoo 0,12 0.11 0,02 0,03 -0.01 -0.02 
Ao1-02 0,06 -0.07 0.10 0,01 0,05 0,02 
Horizon minéral -0,06 -0.01 -0.36 0.74 -0.12 0.04 
(0-10 cm) 
Horizon minéral -0,25 -0,11 -0,76 -0,22 -0,25 0,0 
(11-20 em) 


L'absence de concurrence de la part des racines favorise l'augmen- 
tation du nombre des microorganismes puisque la quantité d'azote 
disponible ne constitue plus un facteur limitant. L'absence de racines oc- 
casionne aussi une diminution du nombre des sources d'énergie 
facilement accessibles, étant donné qu'elles sont produites par les racines. 
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Il se crée peu à peu un surplus d'azote qui, en combinaison avec les sour- 
ces d'énergie plus difficilement utilisables, agit vraisemblablement sur la 
minéralisation de l'azote. Celle-ci se ralentit avant de s'arréter aprés un 
certain temps. Dans le tableau 2, nous fournissons les résultats d'une 
expérience de stockage effectuée sur le terrain à Jädraàs en 1973 
(Porovic, 1974). Dans les couches de matières organiques on peut cons- 
later, au cours de presque toutes les périodes de temps, une augmentation 
de la teneur en azote minéral, alors que dans les couches de matiéres 
minérales on observe le plus souvent une diminution qui est due à une 
importante immobilisation microbienne. Il existe d'indéniables difficultés 
à calculer, à partir de ce genre de résultats, la quantité totale d'azote qui. 
chaque année, est mise à la disposition des racines des végétaux. 

Les expériences de stockage du genre de celles décrites ci-dessus 
modifient le système. Il est donc souhaitable d'étudier la nutrition de 
l'azote dans des conditions plus voisines de l'état naturel. Pour cette 
raison, et aussi afin de réduire au maximum le nombre des facteurs 
agissant sur le système «minéralisation de l'azote-absorption ionique», 
nous avons entrepris l'expérience du microcosme. 


IV. LE MICROCOSME 


Les expériences écologiques peuvent avoir lieu soit en laboratoire 
(comme c'est le cas par exemple de la plupart des recherches microbien- 
nes), soit sur le terrain au niveau d'espéces isolées, de populations ou 
d'écosystémes tout entiers. Des études expérimentales à l'échelon de 
l'écosystème ont été exécutées en liaison soit avec une coupe à blanc 
(LiKENS et al., 1970), soit avec une irradiation par rayonnements gamma 
(WoopwELL & Reuguck, 1967), soit enfin avec une fertilisation 
(TAMM, 1974). Cependant, l'analyse de résultats d'expérimentations ef- 
fectuées sur le terrain à l'échelon de l'écosystéme peut être souvent 
délicate, du fait que la ou les variables étudiées sont soumises à l'in- 
fluence de toute une série de facteurs biotiques et abiotiques, ces facteurs 
étant souvent difficiles à identifier et à mesurer et impossibles à con- 
tróler. 

En laboratoire, il est facile de contrôler des facteurs tels que 
température, insolation, humidité. Ceci explique pourquoi on s'efforce 
souvent d'y reproduire sous contrôle une partie d'un écosystème. Ces 
reproductions, dénommées microcosmes, peuvent renfermer par exemple 


des éléments en provenance des différents niveaux trophiques du systéme 
naturel et les quantités d'énergie circulant entre ces niveaux peuvent être 
déterminées (voir par exemple Taus & MCKENZIE, 1973). Un microcos- 
me peut aussi servir à l'étude de la circulation des éléments nutritifs (voir 
par exemple Partis & WIIKAME, 1967). Dans l'expérience décrite ici, 
un microcosme permet l'étude du cheminement de l'azote entre la subs- 
tance organique et Je. plant de pin sylvestre. 

Cependant, il faut souligner que toutes les expériences en laboratoire 
représentent des simplifications et ne sont que des imitations plus ou 
moins valables de cc qui se produit réellement dans la nature. Elles 
ressemblent donc aux modéles utilisés pour la simulation, technique de 
plus en plus courante dans les recherches écologiques. Des modèles du 
genre des microcosmes se prêtent trés bien à la réalisation de modèles de 
simulation, qui peuvent ensuite être testés en y introduisant des données 
recueillies sur le terrain. Selon OpuM (1971), les microcosmes se 
classent en deux catégories principales : ceux qui représentent des copies 
directes de la nature caractérisée par des populations compliquées et ceux 
qui sont construits sur des cultures axéniques de certaines populations 
d'organismes bien déterminés. 

Comme nous venons de le voir, il semble que l'azote constitue un 
facteur limitant, et la vitesse avec laquelle l'azote passe de l'état 
organique dans la substance végétale à la forme minéralisée absorbable 
par les végétaux constitue un des plus importants des facteurs limitants. 
Afin d'étudier dans quelle mesure les organismes peuvent agir sur ce fac- 
teur vitesse, nous avons entrepris une expérience de microcosme avec de 
l'humus lessivé, des microorganismes (bactéries et champignons), des 
consommateurs de microorganismes (nématodes prédateurs de bactéries 
et de champignons) et un producteur primaire (pin sylvestre). L'ex- 
périence comprenait un ensemble de quatre combinaisons, avec ou sans 
animaux et avec ou sans pin. Par ce dispositif, nous désirions savoir 
d'une part, si les animaux pouvaient intervenir dans la minéralisation de 
l'azote et son absorption par les racines, par l'intermédiaire de leur con- 
sommation de microorganismes, et d'autre part, si les racines elles- 
mémes pouvaient agir sur la vitesse de minéralisation. 

Afin de pouvoir tester ces hypothéses et effectuer les expériences 
adéquates, nous avons entrepris de créer un systéme fonctionnant sans 
probléme et nous avons cherché à déterminer succinctement le temps 
nécessaire à la réalisation d'une telle expérience. 


V. DESCRIPTION D'UNE EXPÉRIENCE-PILOTE 


1. Substratum 


L'humus a été pris dans les couches F/H (voir tableau 1) ; il a été 
sèche et passé dans un tamis à mailles de 2 mm. Du sable a été prélevé 
de l'horizon B et il a été séché puis tamisé de la méme maniére. Ensuite. 
l'humus et le sable ont été mélangés à de la perlite dans les proportions 
pondérales suivantes: 1-8-1. Le mélange obtenu a été stérilisé à 
l'autoclave (deux heures à 120° C), pour être ensuite lavé au chlorure de 
potassium (0,2 M) stérile afin d'éliminer l'azote minéral en présence. 
Finalement, le mélange a été lavé à l'eau distillée stérile avant d'être 
passé dans un séchoir stérile. Environ 50 g de ce mélange (soit 34 g 
poids sec à l'air) étaient ensuite placés dans des récipients en plastique 
(Cerboplast, Stockholm) d'une contenance de 105 mi, selon LUNDEBERG 
(1970). Les récipients étaient fermés par un couvercle hermétique et leur 
fond était percé d'un trou afin de permettre l'évacuation du surplus d'eau. 


2. Microorganismes 


Les microorganismes les plus courants ont été pris à l'intérieur du 
périmètre étudié. Nous les avons choisis de façon à ce qu'ils forment un 
ensemble possédant une potentialité de décomposition assez étendue (voir 
tableau 3). Les bactéries ont été cultivées sur TSB (tryptone soya broth, 


TABLEAU 3 


Les microorganismes utilises dans l'expérience de microcosme et leur pouvoir assimila- 
leur. Donnees tirées de BÂärn & SOprRsrROM (1974) ct Crarnorm & Rosswart (non 
publiées). Le pouvoir assimilateur des champignons isolés a été estimé suivant une 
échelle de - à + + +, alors que nous n'avons noté que +/- pour les bactéries 


$ s " "3. 
$ $ E $3 3 
© E t = D $ 
c < > o o hs] 
Champignons 
Aureobasidium pullulans (+) pa pa 
Mortierella nana * pd. * * + pd. 
Mycelium radicis f. atrovirens ++ pd ++++ - ++ pd 
Bactéries 
FH 58 - * z . s = 
FH 66 + - p.d. - - + 
B 68 + - - - - - 


p.d. = pas déterminé 


SN 


Oxoid) contenant 1% de glucose. De leur côté, les champignons ont été 
cultivés sur milieu Martin à 24° C (peptone 15 g. MgSO,.7H;O 0,5 g, 
K;HPO, ! g). Avant l'implantation des champignons, leur mycélium a 
été homogénéisé dans leurs milieux de culture en leur faisant subir un 
traitement d'une minute dans un mixeur Ato-Mix (MSE). 


3. Nématodes 


Nous avons fait proliférer dans des cultures de gélose monoxéniques 
les nématodes les plus abondamment représentés. Aphelencoides sp. a été 
cultivé sur PDA (Potato dextrose agar) concentré à 25%, Mortierella 
nana servant d'organisme de nutrition. Acrobeloides sp. a été cultivé sur 
substance de Nigon (voir NiGoN, 1949), la bactérie B 68 jouant le rôle 
d'organisme de nutrition. Les nématodes ont ensuite été transposés dans 
les récipients en plastique par l'intermédiaire de gouttes d'eau stériles, 
suivant une technique décrite par BinGrrors & Eriksson (1968). 


4. Cultures effectuées 


La figure 2 présente schématiquement les différentes variables 
étudiées dans l'essai. 

Des quantités de 0,1 ml de substance provenant de chacune des 
cultures de baciéries et de chaque suspension homogénéisée de cham- 
pignons ont été inoculées dans certains des récipients contenant ‘les 
microorganismes. Tous les récipients ont ensuite été placés dans une ar- 
moire (Fissons Growth Cabinet Mk III) programmée pour un cycle de 24 
heures comprenant 18 heures de lumière avec une température de 25° C 
et 6 heures d'obscurité avec une température de 15° C. Six jours après le 
début de l'expérience, nous avons inoculé une nouvelle dose de 0,2 ml en 
provenance de chaque suspension de bactéries et dans les récipients qui 
devaient contenir des consommateurs, on ajouta 15 nématodes de chaque 
espèce. Vingt-huit jours plus lard nous avons planté dans chaque 
récipient des graines de pin germées (âgées d'environ 3 semaines) en 
pratiquant un trou dans chaque couvercle. Les récipients furent régulière- 
ment arrosés d'un liquide nutritif complet mais sans azote. A partir du 
148* jour, quatre des pots ont été arrosés avec une solution nutritive 
complète contenant de l'azote sous forme de NH4NO;. 


I I Il IVA wEB Y 
Jour (nz4) (n=6) (n=6) (n=16) (n-4) (n=14) 


1 Décomposeurs 
6 Consommateurs 
34 Producteurs 
primaires 
70 
98 
148 Engrais azoté 
181 
292 
CO additions d'organismes et d'azote 
@ prélèvements d'échantillons 
Fic. 2. — Représentation schématique des différentes combinaisons adoptées dans l'ex- 


périence de microcosme appliquée à la minéralisation de l'azote. 


5. Prélévement d'échantillons et techniques diverses 


Des échantillons ont été prélevés aprés 34, 70, 98, 181 et 292 jours. 
Aprés chaque prélévement, les analyses décriies ci-après ont été ef- 
fectuées. 

Les plants munis d'un systéme radiculaire étaient laves à l'eau et 
séchés entre des feuilles de papier filtre avant d'être pesés. Le poids était 
déterminé après séchage à 105° C. La quantité d'azote en présence dans 
les plants à la fin de l'expérience était dosée par la méthode micro- 
Kjeldahl. 
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Le nombre de bactéries a été calculé par la technique du comptage de 
plaques gélosées (2596 tryptone soya agar, Oxoid, 9 g gélose, 50 mg ac- 
tidione par litre). La dilution avait lieu dans une solution de 0,196 de 
peptone aprés qu'un gramme de terre ait été homogénéisé dans 100 ml 
d'une solution de peptone soumise à l'action d'un mixeur Ato-Mix pen- 
dant une minute. De chaque solution correspondant aux concentrations 
allant de 107? à 10-5, nous avons étendu 0,1 ml sur cinq plaques 
paralléles. Le nombre des colonies observées a été déterminé aprés une 
semaine d'incubation à la température de 24° C. 

Le nombre de spores ou conidies des champignons a été établi grâce 
à la méme série de dilution réparties sur un milieu Martin avec 
auréomycine (30 mg/litre). De chaque solution correspondant aux con- 
centrations allant de 107? à 1075, nous avons étendu 0,1 ml sur cinq 
plaques parallèles. Le nombre des colonies observées a été déterminé 
aprés une semaine à la température de 24? C. Une fois, la longeur du 
mycélium des champignons a été mesurée selon la méthode de JONES & 
Morison (1948). 

Nous avons fait se développer les nématodes en utilisant une version 
modifiée de la méthode de Baermann. Entre 1,5 et 2,5 g de terre (poids à 
l'état sec) ont été placés sur des tamis reposant dans des entonnoirs rem- 
plis d'eau. Nous avons obligé les organismes à sortir des échantillons en 
les soumettant à un gradient de température. La migration terminée, la 
terre fut séchée et pesée. Ensuite nous avons déterminé le nombre total 
d'organismes et la longueur de 120 à 150 d'entr'eux. Le poids était défini 
en utilisant une analyse de régression longueur-poids basée sur les déter- 
minations de biomasses selon ANpnassv (1956). 

L'azote ammonical a été mesuré selon Runge (1971) et l'azote 
nitrique selon Cawse (1967). Les concentrations totales d'azote dans 
lhumus et le sable ont été établies grâce à la méthode Kjeldahl. 


VI. RÉSULTATS EXPÉRIMENTAUX ET DISCUSSION 


Les variations de la croissance des pins soumis aux différents facteurs 
sont illustrées par la figure 3. Le développement des plants a été trés lent. 
Dans un but de comparaison, nous pouvons mentionner que les plants 
soumis aux memes conditions mais arroses d'une solution nutritive 
ete INSISIM QU maeng Ld g ques 122 ous Ap On ssETOR AN: 


DERSSON. barn & Larsson, 1974). alors que la moyenne observee dans 
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Fic. 3. — Développement de plants de pin ayant poussé en pots avec (O) ou sans ( e) 
nématodes et aprés fertilisation (148* jour, AJ. 


l'expérience relatée ici n'atteignait que 0.02 g. La lenteur de la croissance 
est en grande partie une fonction directe de la quantité d'azote en 
présence, comme nous pouvons le constater avec les résultats obtenus 
avec certains plants qui connurent une nutrition azotée à partir du 
148* jour. Le poids final de ces plants était environ trois fois plus élevé 
que celui de ceux n'ayant pas reçu d'azote, soit 0,2489 + 0,0176 g 
(s.e.). Les plants ayant poussé dans les pots contenant des nématodes 
avaient un poids final moyen de 0,0992 + 0,0209 g, alors que le poids 
de ceux ayant poussé dans des pots sans nématodes atteignait 0,0753 + 
0,0395 g. 


iff 


Il faudra contrôler par d'autres expériences si l'indication obtenue est 
exacte (voir à la figure 3 les données concernant chaque plant), c'est-à- 
dire si la présence de consommateurs de microorganismes favorise la 
croissance des pins. A la fin de l'expérience, il n'existait plus d'azote 
disponible pour les plants, ce qui prouve que dans ce cas aussi ces der- 
niers n'ont pas eu à leur disposition un surplus important d'azote 
minéral. 

Le nombre des bactéries s'est maintenu à un niveau relativement 
constant dans le systeme (voir tableau 4) et il correspondait aux valeurs 
des populations observées sur le terrain dans la couche matiéres 
organiques/ humus, soit 170 x 105 par gramme (selon CLARHOLM, com- 


TABLEAU 4 


Développement de nématodes, de bactéries (comptage sur gélose) et de champignons 
(comptage sur gélose) dans des pots ensemencés par différentes combinaisons d'organis- 
mes (voir figure 2). Les données sont des moyennes + erreur standard, en grammes de 
poids sec (n= 1-5). 


Journées Combinaisons 
Hu lil IVA IVB V 
Nématodes 
Acrobeloides 34 = 16+6 16+6 — — 
(prédateur de 70 E 317162 21686 — — 
bactéries) 98 — 390+69 2532122 — = 
181 = pd. 73217  — = 
292 = 158 148-40 438-216 = 
Aphelencoides 34 — 47-16 4741.6 == Smi 
(prédateur de 70 = 18,6 +15.9 5.7 € 1.0 = = 
champignons) 98 — 17,7+5,6 7,0+3,0 — — 
181 — p.d 0,9 + 0.6 = = 
292 — 0 1,3 +0,8 0 — 
Bactéries 34 11526 134-19 134+19 = 115 +26 
(x 105) 70 p.d. 79x18 143-16 — 220 +37 
98 p.d. 157230 246 *50 — 391 £33 
181 p.d. p.d. 981 +655 — p.d. 
292 42+7 23+2 25+3 140+37 274+131 
Champignons 34 p.d. p.d. p.d. p.d. p.d. 
Cx 107) 70 p.d. 35+15 27+3 — 33319 
98 p.d. 145 1242 — 6+2 
181 p.d. p.d. p.d. — p.d. 
292 23+9 i0 104-62 600-174 15-44 


p.d. = pas déterminé 
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munication personnelle). Cependant, il convient d'observer, d'une part. 
qu'il est souvent avantageux de faire des comparaisons basées sur des 
grammes de matières organiques et. d'autre part, que la teneur en 
matières organiques du système expérimental ne correspondait qu'à en- 
viron 10% du chiffre valable pour la couche matières organi- 
ques/humus. De plus, les résultats obtenus par le comptage sur gélose 
sont environ 10° fois plus bas que ceux fournis par un comptage direct 
(CLARHOLM, communication personnelle). Lors du dernier prélèvement, 
nous avons pu constater une diminution du nombre des bactéries, sauf 
dans les pots fertilisés (combinaison IV B) et dans les pots avec plants 
mais sans nématodes (combinaison V). 

Il semble que le mauvais développement du mycélium de cham- 
pignons soit dü au système relativement fermé, où l'évacuation défec- 
tueuse de l'eau à probablement occasionné un déficit d'oxygène. En 
déterminant le développement de la population de champignons par le 
comptage sur gélose, on obtient une image incertaine de la réalité, étant 
donné que cette méthode de calcul ne peut pas non plus être utilisée pour 
déterminer la biomasse des champignons. Nous avons mesuré sur 
quelques pots la longueur du mycélium de champignons aprés 98 jours 
d'essai. Aucune différence n'apparaissait entre les pots avec et sans 
nématodes (combinaisons IV A et V). La longueur du mycélium at- 
teignait environ 250 m par gramme (selon SóbERsTRÓM, communication 
personnelle), quantité notablement plus faible que ce que l'on observe 
couramment dans la couche matiere organique/ humus sur le terrain, soit 
15 à 20.000 m (selon une communication personnelle de SÖDERSTRÖM). 
Il faut cependant garder en mémoire que seule une faible partie du 
mycélium mesuré est physiologiquement active. 

En comparaison avec la population des nématodes observés sur le 
terrain, les populations élevées en laboratoire présentaient des densités 
plus fortes (voir SoHLENIUs et al., 1975). Cette constatation est surtout 
valable pour Acrobeloides, mais même dans les cas d'Aphelencoides, il est 
possible de déceler une tendance semblable. Durant la phase initiale, l'ac- 
croissement de la population des Acrobeloides se produisit à un rythme 
modéré et c'est seulement lors du second contróle, c'est-à-dire aprés 70 
jours, que nous avons pu constater qu'une population importante s'était 
développée. Jusqu'à la fin de l'expérience, la population d'Acrobeloides 
conserva une valeur élevée. Il est probable que la quantité d'éléments 
nutritifs disponibles soit un facteur limitant de la densité de la 
population. Une analyse de structure de la population basée sur la répar- 
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tition des individus par classes de longueur (voir figure 4) montre que la 
population ne s'est développée dans des conditions nutritives relative- 
ment favorables que durant la période correspondant aux premiers rele- 
vés. Les données recueillies à ce sujet lors des deux derniers contróles 
montrent que la population n'augmentait plus et qu'elle présentait une 
structure semblable à celle qui caractérise les populations sur le terrain 
(pour plus de détails sur la structure des populations, voir SOHLENIUS. 
1973). 

La quantité totale d'azote contenue dans les plants fertilisés était en- 
viron quatre fois supérieure à celle constatée dans les individus non fer- 
tilisés, que ce soit avec ou sans nématodes, c'est-à-dire, 3,03 + 0,57 96 
(s.e.) d'azote contre 0,79 + 0,0496 avec nématodes et 0,78 + 0,1396 
sans nématodes. Au tableau 5, nous indiquons la répartition de l'azote 


TasrEAU $ 


Mog en ile Fit hen mp gut quar ente des dilerentes composantes du système étudie 
apès 292 jours, Les nématodes sont supposés contenir 7,5% d'azote, les micro- 
organismes 5% de leur poids sec. Les données valables pour les plants et le mélange 
d'humus proviennent des analyses effectuées par Kjeldahl. Les renseignements fournis 
par les compiage sur gélose pour les bactéries ont été multipliés par 1.2 x 10* pour ètre 
convertis en données correspondant à des comptages directs. Nous avons supposé que les 
bactéries pesaient 1,1 x 107 Pg. Les chiffres concernant les champignons correspondent 
à une mesure du mycélium aprés 98 jours (le diamètre du mycélium a été supposé égal à 
1,5 p et sa densité égale à 1.12). Finalement nous avons aussi admis qu'il n'y a eu aucun 
appoint ni aucune perte d'azote dans le système non fertilisé. 


Combinaisons 

Ht IVA IVB V 
Humus-sable-perlite 24.8 20.6 24,8 20,7 
Azote ammoniacal mobilisable ¿l il ¿l ¿l 
Azote nitrique mobilisable ¿l il il ¿l 
Bactéries 0,009 0.016 0,090 0.168 
Champignons p.d. 34 p.d. 3.4 
Nématodes 0,008 0,008 0.023 - 
Plant de pin - 0.77 7,19 0,50 
Microorganismes + + + 
Nématodes + + + - 
Plant de pin - * - + 
Engrais azoté - - + E 


p-d. = pas déterminé 
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Fic. 4. — Répartition des nématodes par classes de longueur dans l'expérience de mi- 
crocosme (combinaison IV A). Comparaison avec la répartition constatée 
dans l'humus naturel. 
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entre les différentes composantes étudiées telle qu'elle a été constatée lors 
du dernier prélévement. Bien que le mycélium des champignons se soit 
trés mal développé, nous avons remarqué qu'environ 1496 de la quantité 
totale d'azote se trouvaient dans le mycélium existant dans les pots non 
fertilisés et avec ou sans nématodes. Nous avons trouvé seulement 
0,0396 de l'azote disponible dans la population de nématodes de l'en- 
semble non fertilisé, alors que les bactéries avec plants de pin mais sans 
nématodes (combinaison V) en retenaient 0,796. Dans le système non 
fertilisé, les plants de pin avaient fixé 2 à 396 de l'azote au cours des 37 
semaines suivant la plantation. 

Les résultats présentés ci-dessus sont à considérer comme préliminai- 
res, étant donné le faible nombre des répétitions dans chaque combinai- 
son de facteurs, lors des prélévement d'échantillons. Cependant, comme 
nous l'avons mentionné plus haut, notre but était de développer une mé- 
thode expérimentale d'interaction concernant l'étude de la minéralisation 
de l'azote dans le sol. 

Si les résultats obtenus dans cette expérience sont représentatifs, ce 
que les essais futurs se chargeront de démontrer, nous pouvons in- 
terpréter le développement constaté pour chaque facteur étudié de la 
façon suivante : 


Dans les conditions de l'expérience, le rôle des champignons a été 
pratiquement sans importance, car la mauvaise ventilation du système a 
inhibe leur développement. Il s'en est suivi qu'Apelencoides. nématode 
consommateur de champignons, n'a pas eu d'action sur le dévelop- 
pement. 

— La minéralisation s'est effectuée plus rapidement en présence de 
nématodes (combinaisons IV A et V), ce qui s'est traduit par une 
meilleure croissance des plants. De plus. par leur action de con- 
sommateurs, les nématodes ont influencé la population de bactéries 
(combinaisons IV et V). 

= Vers la fin de l'expérience, les sources d'énergie facilement ac- 
cessibles aux bactéries ont commencé à se tarir, sauf dans les com- 
pecie vid pre M effet, les racines sécrétent 

i gie et la population de bactéries 
peut se maintenir à un niveau élevé (combinaisons Il et V). 


/ 


Respir. 
Gilson 
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FiG. 5. — Microcosme pour l'étude de la minéralisation de l'azote (a) et du carbone (b). 


VII. CONCLUSIONS ET POSSIBILITÉS DE DÉVELOPPEMENT 


Etant donné que seulement un nombre restreint d'expériences portant 
sur les relations entre les plants, prédateurs et décomposeurs et la 
minéralisation ont été effectuées, il est difficile de tirer des conclusions de 
grande envergure sur les travaux réalisés. Les résultats montrent cepen- 
dant qu'il est possible d'étudier par des expériences simples de microcos- 
me l'interaction entre les microorganismes, les animaux et les plantes en 
ce qui concerne la nutrition de l'azote. Les connaissances acquises nous 
ont permis cependant de modifier le cadre de l'expérience : c'est ainsi 
que, dans nos travaux actuellement en cours, le nombre des répétitions à 
été augmenté. Avec ce nouveau systeme, il nous sera possible de mesurer 
la respiration de facon continue, ce qui constituera une facon de quan- 
fier l'activité des organismes 

Comme le montre la figure 5, les nouveaux pots comportent à leur 
partie inférieure un ensemble en plexiglas de 65 x 40 mm qui peut etre 
relié à un récipient collecteur de l'eau de drainage. De l'air est envoyé de 
facon discontinue dans le pot afin de faciliter le drainage et d'améliorer la 
ventilation. L'air passe ensuite dans un tube contenant 0,5 M de NaOH 
qui fixera le gaz carbonique produit dans le pot. 

Un joint en caoutchouc permet de fermer hermétiquement le couver- 
cle qui est percé de deux trous. Dans ie premier, nous avons implanté un 
bouchon à sérum qui permet l'arrosage. Grâce à une canule. la cir- 
culation de l'air dans le pot peut aussi se produire. Dans la seconde 
ouverture, nous avons placé un bouchon de caoutchouc percé de part en 
part d'un trou de 4,5 mm de diametre ; le bouchon a ensuite été divisé 
longitudinalement en deux parties égales. Ceci permet d'y placer la tige 
d'un plant de pin. Le raccord entre la tige et le bouchon est rendu étan- 
che par une application d'élastomére aux silicones résistant (par exemple 
Silastic 738 RTV, Dow Corning). 

Pour chaque pot, il existe un second type de couvercle taillé spéciale- 
ment de façon à pouvoir s'adapter directement sur un respiromètre 
Gilson. Lors de la mise en place d'un échantillon, on coupe le plant 
avant de placer le pot dans le respirometre. Cette facon de procéder évite 
de perturber le systéme dans une trop grande mesure. 

Même si ces dispositions constituent une simplification poussée des 
conditions naturelles, elles nous permettent néanmoins d'acquérir cer- 
laines connaissances sur les processus de minéralisation, si importants 
pour l'écosysteme. 
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